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Özet: Bu çal›flmada in vitro üretilmifl koyun embriyolar›n›n al›c› koyunlara transfer edilmesi hedeflenmifltir. Mezbahada kesilen
K›v›rc›k ›rk› koyunlar›n ovaryumlar› al›narak 30-35 ºC ›s›daki PBS (fosfat tamponlu tuz) solüsyonu içerisinde laboratuvara
getirilmifltir. 1-6 mm çap›ndaki folliküllerin aç›larak içlerinin y›kanmas›yla kumulus-oosit kompleksleri elde edilmifl ve sodyum
piruvat, follikül stimülan hormon (FSH), luteinizan hormon (LH) ve %10 fötal buza¤› serumu (FCS) ilaveli medyum-199 içerisinde,
38.5 ºC ›s› ve %5 CO2’li ortamda 24 saat olgunlaflt›r›lm›flt›r. Üç adet K›v›rc›k ›rk› koçtan al›nan ve pooling yap›lan taze sperma,
percoll-gradient yöntemi ile in vitro fertilizasyon amac›yla haz›rlanm›fl ve %2 SES (östrustaki koyun serumu) ilaveli SOF bazl›
fertilizasyon medyumu içine al›nan oositlerin üzerine ilave edilerek (0.8x106 spermatozoon/ml) 20-21 saat inkübe edilmifltir. Fertilize
edilen oositler sentetik ovidukt medyumuna (SOF) aktar›lm›fl ve %5 CO2, %5 O2 ve %90 N2’lu gaz kar›fl›m› bulunan ortamda 8 gün
kültüre edilmifltir. Kültürdeki 4. gün oositlerin bulundu¤u medyuma 1.5 mM glikoz ilave edilmifltir. Kültüre edilen embriyolar
yar›klanma ve embriyo geliflimi aç›s›ndan s›ras›yla kültürün 4. ve 8. günü kontrol edilmifltir.
Çal›flmada toplam 534 oosit in vitro fertilize edilmifl, bunlardan 407 tanesi (%76,2) yar›klanm›flt›r. Yar›klanan embriyolardan 119
(%29,2) morula ve 69 (%16,9) blastosist elde edilmifltir. Blastosist dönemindeki embriyolardan 40 tanesinin, östrus
senkronizasyonu yap›lm›fl 17 al›c› koyunun uterusuna transferinden 40 gün sonra yap›lan ultrasonografik incelemelerde 10 tanesinin
gebe oldu¤u (%58,8) saptanm›flt›r. Bunlardan 7 tanesi sa¤l›kl› 8 kuzu do¤urmufl, 7 kuzu tafl›d›¤› saptanan di¤er 3 koyunda ise
de¤iflik nedenlerden dolay› do¤umlar gerçekleflememifltir. Transfer edilen embriyo say›s›na göre, implantasyon oran› %37,5, sa¤l›kl›
do¤an kuzu oran› ise %20,0 olarak gerçekleflmifltir.
Anahtar Sözcükler: Koyun, in vitro üretim, embriyo transferi

Transfer of In Vitro Produced Sheep Embryos
Abstract: The objective of the present study was to transfer sheep embryos produced in vitro to recipient ewes. Ovaries were taken
from slaughtered K›v›rc›k ewes and transferred to the laboratory in phosphate buffered saline (PBS) at 30-35 ºC. The cumulusoocyte complexes were obtained by slicing and washing 1-6 mm diameter follicles and matured for 24 h in medium 199
supplemented with sodium pyruvate, follicle stimulating hormone (FSH), luteinizing hormone (LH) and 10% fetal calf serum (FCS)
at 38.5 ºC under 5% CO2 in humidified atmosphere. Fresh semen was collected from three K›v›rc›k rams, pooled and prepared for
in vitro fertilization by the percoll-gradient method. Matured oocytes were transferred into synthetic oviduct fluid (SOF) based
fertilization medium supplemented with 2% sheep oestrous serum (SES) and co-incubated with semen (0.8 x 106 spermatozoon/ml)
for 20-21 h. After fertilization, presumptive zygotes were transferred into SOF medium and incubated for 8 days under an
atmosphere of 5% CO2, 5% O2 and 90% N2 at 38.5 ºC. Glucose (1.5 mM) was added to the culture medium on day 4. In culture,
embryos were checked for cleavage and embryo development on days 4 and 8, respectively.
A total of 534 oocytes were inseminated in vitro, 407 (76.2%) cleaved, and 119 (29.2%) and 69 (16.9%) reached the morula and
blastocyst stages, respectively. Forty days after the transfer of 40 blastocysts into the uteri of 17 recipient ewes, pregnancy was
detected in 10 ewes (58.8%) by ultrasonography and 7 ewes gave birth to 8 live lambs. The other 3 ewes, which had 7 fetuses,
could not have live offspring. According to the transferred embryos, the implantation rate was 37.5% and the live lamb rate was
20.0%.
Key Words: Sheep, in vitro production, embryo transfer

*Bu çal›flma ‹stanbul Üniversitesi Araflt›rma Fonunca desteklenmifltir (Proje No: 1288/050599).

1421

‹n Vitro Üretilen Koyun Embriyolar›n›n Transferi

Girifl
Koyun populasyonu ile dünyan›n say›l› ülkeleri
aras›nda yer alan Türkiye, kültür ›rk› ve melezlerinin
düflük oranda olmas› ve yerli ›rk koyunlar›n verim
düzeylerinin düflüklü¤ü nedeni ile hayvansal üretim
aç›s›ndan
istenilen
düzeyde
bulunmamaktad›r.
Günümüzde biyoteknolojik yöntemler kullanarak hayvan
›slah›n› h›zland›rmak ve hayvanlar›n verim düzeylerini
art›rmak mümkün görülmektedir. Bu uygulamalardan
sun’i tohumlama ve embriyo transferi yan›nda in vitro
fertilizasyon tekni¤i ile de istenilen özelliklerde daha fazla
say›da yavru elde edilebilmektedir. Özellikle in vitro
fertilizasyon tekni¤i ile seksüel olgunlu¤a ulaflmam›fl genç
hayvanlardan oldu¤u gibi, mezbahaya sevkedilmek
zorunda
kal›nan
de¤erli
hayvanlardan
da
yararlan›labilmektedir. Ayr›ca bu teknikler türü
kaybolmak üzere olan hayvanlar›n korunmas›nda da
önemli bir yöntemdir (1-3).
Dünyada çiftlik hayvanlar› baz›nda in vitro
fertilizasyon
yöntemiyle
üretilen
embriyolar›n
transferlerinden %18-65,7 oranlar›nda gebelik (2,4,5)
ve %5-49 oranlar›nda yavru (2,5,6) elde edilmesine
ra¤men, ülkemizde bu konuda yap›lan çal›flmalarda
gebelik ve yavruya ulafl›lamam›flt›r. Düflük gebelik ve
yavru oranlar›n›n sebepleri aras›nda in vitro
olgunlaflt›rma, fertilizasyon ve kültür aflamalar›nda
karfl›lafl›lan yetersizlikler ve transfer edilen embriyo ile
tafl›y›c› koyun aras›ndaki senkronizasyon sorunlar› bafl
s›ralarda yer almaktad›r.
Bu çal›flmada; mezbaha materyalinden elde edilen
primer koyun oositlerinin in vitro olgunlaflt›r›lmas›, in
vitro fertilizasyonu ve fertilize edilen oositlerin 7-8
günlük in vitro kültürü ile gelifltirilen blastosist
dönemindeki embriyolar›n tafl›y›c› annelere transferinden
ülkemizde ilk kez gebelik ve yavru elde etmek
amaçlanm›flt›r.

Materyal ve Metot
Çal›flman›n materyalini ‹smer mezbahas›nda (Tuzla,
‹stanbul) kesilen koyunlar›n ovaryumlar› oluflturdu.
Ovaryumlar 30-35 ºC ›s›daki PBS (fosfat tamponlu tuz)
solüsyonu içerisinde laboratuvara getirildi. Medyumlar›n
haz›rlanmas›nda kullan›lan kimyasal malzemenin tümü
“Sigma Chemical Company”den sat›n al›nm›flt›r.
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Oositlerin Elde Edilmesi ve Olgunlaflt›r›lmas›:
Ovaryum yüzeyinde bulunan 1-6 mm çap›ndaki
folliküllerin aç›lmas› ve içlerinin Hepes tamponlu oosit
y›kama medyumu [15 mM Hepes (free acid), 15 mM
sodyum Hepes, 0.3 mg/ml sodyum bikarbonat, 0.01
mg/ml heparin sodyum tuzu, 0.075 mg/ml penisilin Gpotasyum tuzu, 0.05 mg/ml streptomisin sülfat, 0.08
mg/ml kanamisin monosülfat ve %10 FCS ilaveli M-199
(with Earle’s salts)] ile y›kanmas› sonucu elde edilen
y›kant› s›v›lar› stereo mikroskop alt›nda incelenerek
kumulus-oosit kompleksleri (homojen vitellus ve en az 4
s›ra kompakt kumulus hücrelerine sahip oositler)
topland›. Bu oositler 3 defa oosit y›kama medyumunda ve
1 defa in vitro olgunlaflt›rma medyumunda [0.3 mM Na
piruvat, %10 FCS, 10 µg/ml FSH ve10 µg/ml LH ilaveli
M-199 (with Earle’s salts)] y›kanarak 4-gözlü petri
kutular›na transfer edildi. 4-gözlü petri kutular›na
yerlefltirilen ve üzerleri mineral ya¤ ile kaplanan oositler
38.5 ºC ›s› ve yüksek nemli ortamda %5 CO2’li
inkübatörde 24 saat inkübe edildi. Mezbahadaki kesim ile
kültüre bafllanma aras›ndaki sürenin 5 saati geçmemesine
özen gösterildi.
Oositlerin Fertilizasyonu: Fertilizasyon amac›yla
elektro-ejakülatör yard›m›yla elde edilen taze koç
spermas› kullan›ld›. En az 3 koçtan al›nan sperma pooling
yap›ld› ve percoll-gradient yöntemi ile haz›rland›. K›saca;
iki farkl› Percoll tabakas› (%90 ve %45) üzerine b›rak›lan
sperma 1500 g’de 15 dakika santrifüje edildikten sonra
üst k›s›m at›larak kalan pellet hepesle tamponlanm›fl SOF
medyumuyla [3 mg/ml BSA-fraction V, 2.1 mg/ml
sodyum bikarbonat, 0.72 mg/ml D-glikoz, 0.06 mg/ml
pirüvik asit, 0.25 mg/ml L-glutamin, 0.12 mg/ml
kanamisin monosülfat, 0.075 mg/ml penisilin Gpotasyum tuzu, 0.05 mg/ml streptomisin sülfat ilaveli]
suland›r›ld› ve tekrar 600 g’de 6 dakika santrifüje edildi.
Oluflan pellet suland›r›larak konsantrasyon tayini yap›ld›
6
ve bu flekilde haz›rlanan spermatozoonlar (0.8x10
spermatozoon/ml) fertilizasyon medyumuna al›nan [%2
SES ilaveli, bikarbonat tamponlu SOF (0.1 mg/ml pirüvik
asit, 0.15 mg/ml L-glutamin, 0.08 mg/ml kanamisin
monosülfat, 0.075 mg/ml penisilin G-potasyum tuzu,
0.05 mg/ml streptomisin sülfat ilaveli) medyumu] in vitro
olgunlaflt›r›lm›fl oositlerin üzerine ilave edildi.
Zigotlar›n Kültürü: 20-21 saatlik fertilizasyonu
takiben hücrelerin tümü 3 mg/ml BSA (fatty acid free), 20
µl/ml esansiyel aminoasit solüsyonu, 10 µl/ml
nonesansiyel aminoasit solüsyonu, 0.03 mg/ml pirüvik
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asit, 0.04 mg/ml L-glutamin, 0.08 mg/ml kanamisin
monosülfat, 0.075 mg/ml penisilin G-potasyum tuzu,
0.05 mg/ml streptomisin sülfat ilaveli kültür medyumuna
(SOF medyumu) transfer edildi ve düflük oksijen
düzeyinin sa¤land›¤› (%5 CO2+%5 O2+%90 N2)
anaerobik jar içerisinde 39 ºC ›s› ve yüksek nem
flartlar›nda 8 gün kültüre edildi. Kültürün 4. günü herbir
kültür gözüne 1.5 mM glikoz ilave edildi. Kültürün 4.
günü ve kültür sonunda de¤erlendirme yap›larak
embriyolar›n yar›klanma (cleavage) ve geliflim durumlar›
kaydedildi.
Embriyo Transferi: Kültür sonunda blastosist
dönemine ulaflan embriyolar (fiekil 1-3) senkronize
edilmifl al›c› koyunlar›n (n=17) uteruslar›na transfer
edildi. Transfer ifllemi koyunlar›n afl›m sezonu olan
Temmuz-A¤ustos aylar›nda gerçeklefltirildi. Tafl›y›c›
koyunlar›n hormonal aç›dan embriyolarla ayn› dönemde
olmas› için bu koyunlarda östrus senkronizasyonu
uyguland›.
Senkronizasyon
amac›yla
60
mg

medroxyprogesterone acetate emdirilmifl vajinal
süngerler (Synchron Sponge; Vetimex-Vetifarm) 14 gün
boyunca tatbik edildi ve süngerlerin ç›kar›ld›¤› gün herbir
koyuna 500 ‹.Ü. PMSG hormonu (Synchroject; VetimexVetifarm) kas içi enjekte edildi. Uygulamalardan 60 saat
sonras›, östrus (0. gün) olarak kabul edildi. Tafl›y›c›
koyunlar transfer gününde sikluslar›n›n 6. günlerinde
olacak flekilde haz›rland› ve kültürde 7. günlerinde olan
blastosist dönemindeki embriyolar›n transferleri
gerçeklefltirildi. Laparatomi amac›yla rompun ve diazem
ile sedasyonu takiben koyunlara lumbo-sakral anestezi
(Jetokain ampul) uyguland› ve s›rt üstü yat›r›lan
hayvanlarda median hattan memeye kadar uzanan
ensizyon ile ovaryumlar bulundu. Al›c› hayvanlardaki
ovaryum bulgular›na göre, korpus luteum bulunan
taraftaki kornu uterinin proksimal ucu küt bir kanülle
delindi ve bu k›s›mdan girilerek yaklafl›k 10 µl medyum
içerisindeki embriyolar (2-3 adet) kornu içerisine transfer
edildi (fiekil 4).

fiekil 1.

Expanded (genifllemifl) blastosist döneminde bir koyun
embriyosu.

fiekil 3.

Hatched blastosist (zona pellusidadan ç›km›fl) dönemine
ulaflm›fl bir koyun embriyosu.

fiekil 2.

Hatching blastosist (zona pellusidadan ç›kmakta olan)
dönemindeki 2 embriyo.

fiekil 4.

‹n vitro üretilmifl embriyolar›n tafl›y›c› koyunun uterusuna
transfer edilmesi.
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Gebelik tan›s›: Embriyo transferi uygulanan al›c›
hayvanlara operasyondan 40 gün sonra ultrasound
(3.5MHz, mikrokonveks) ile gebelik incelemesi yap›ld›.
Gebeli¤in teyit edilmesinde hem kotiledonlar›n hem de
yavrunun görülmesi esas al›nd›.

Bulgular
Çal›flmada 534 oosit kullan›ld›, bunlardan 407 tanesi
(%76,2) yar›klanma (cleavage) gösterdi. Yar›klanan
oositlerden 69 tanesi (%16,9) blastosist dönemine ulaflt›.
Elde edilen veriler Tablo 1’de yer almaktad›r.
Blastosist dönemine ulafl›m en erken kültürün 6. günü
oldu. Elde edilen blastosistlerin %44,9’u (31/69)
kültürün 6. günü, %46,4’ü (32/69) kültürün 7. günü ve
%8,7’si (6/69) kültürün 8. günü bu aflamaya ulaflt›.
Embriyo transferi amac›yla sadece kültürün 6. ve 7.
gününde blastosist dönemine geliflen embriyolar
kullan›ld›.
Embriyo transferi gerçeklefltirilen 17 koyunun
ovaryumlar›nda toplam 33 korpus luteum (en az 1, en
fazla 3; koyun bafl›na 1,9±0,7) tespit edilmifl olup,
korpus luteumlar›n bulundu¤u taraftaki kornu uterilere
40 adet blastosist dönemindeki embriyo (en az 1, en fazla
3; koyun bafl›na 2,4±0,7) transfer edildi. Transfer edilen
40 embriyonun 8 tanesi (%20,0) blastosist, 26 tanesi
expanded (genifllemifl) blastosist (%65,0), 3 tanesi
hatching (zona pellusidadan ç›kmakta olan) blastosist
(%7,5) ve 3 tanesi hatched (zona pellusidadan ç›km›fl)
blastosist (%7,5) döneminde idi.

Transferleri gerçeklefltirilen 17 koyunun gebeliklerinin
45. gününden (transfer günü = gebeli¤in 6. günü) sonra
yap›lan ultrasonografik incelemelerinde 10 tanesinin gebe
oldu¤u (%58,8) saptand› (Tablo 2). Bu koyunlarda 15
yavrunun varl›¤› belirlenmesine ra¤men, sa¤l›kl› do¤um
yapan 7 koyundan 8 sa¤l›kl› kuzu (fiekil 5) elde edildi
(gebelik süresi = 147±1,8 gün). Di¤er 3 koyundan bir
tanesi do¤umuna 25 gün kala metabolik bir hastal›k
sonucu öldü ve yap›lan otopside bu koyunun üçüz kuzu
tafl›d›¤› saptand›. Üçüz kuzu tafl›yan di¤er bir koyun ise
vaginal ak›nt› nedeniyle sezaryene al›nd› ve kuzular›n
yaklafl›k 2-3 ayl›k yaflta iken geliflimlerinin durdu¤u ve
masere olduklar› görüldü. Oldukça iri bir yavru tafl›yan 3.
koyunda ise do¤um gerçekleflemedi¤inden yavru ölü
bulundu.
Transfer edilen embriyo say›s›na göre implantasyon
oran› %37,5 (15/40), sa¤l›kl› do¤an kuzu oran› ise
%20,0 (8/40) olarak gerçekleflti.

Tart›flma
Mezbaha materyalinden elde edilen primer koyun
oositlerinin in vitro olgunlaflt›r›lmas›, fertilizasyonu ve
blastosist dönemine kadar in vitro kültürünü takiben elde
edilen blastosistlerin tafl›y›c› koyunlara transferinin
gerçeklefltirildi¤i bu çal›flmada, in vitro kültürdeki 6-8.
günlerde blastosist dönemine ulafl›ld›¤› gözlenmifltir. Bu
gözlem, zigotlar›n in vitro ortamda 4-6. günlerde, in vivo
ortamda ise 5-6. günlerde blastosist dönemine ulaflt›¤›n›
bildiren Walker ve ark. (7)’n›n verileri ile çeliflkilidir. Buna
karfl›n Gomez ve ark. (5), blastosist dönemine büyük

Tablo 1.

‹n vitro fertilizasyon ile elde edilen
embriyolar›n geliflme durumlar›*.

Tablo 2.

‹n vitro üretilen embriyolar›n
transferini
takiben
ulafl›lan
sonuçlar.

Embriyo Say›s›
Oosit Say›s›

Yar›klanan Oosit Say›s› (%)

534

407 (76,2)

Morula (%)

Blastosist (%)

119 (29,2)

69 (16,9)

* Sekiz günlük in vitro kültür sonras›.

Transfer edilen
embriyo say›s›

Tafl›y›c› koyun
say›s›

Gebe kalan koyun
say›s› (%)

Do¤um yapan koyun
say›s› (%)

Canl› yavru
say›s› (%)*

40

17

10 (58,8)

7 (41,2)

8 (20,0)

* Transfer edilen embriyo say›s›na göre hesaplanm›flt›r.
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embriyolar›n laparatomi ile transferini takiben ise %65,7
gebelik oran›, transfer edilen embriyolar›n %40’›ndan ise
yavru elde edildi¤ini bildirmifllerdir. Bu oranlar
çal›flmam›zda saptanan oranlardan (özellikle yavrulama
oran›) yüksektir.
Ayn› in vitro fertilizasyon protokolünü kulland›¤›m›z
Gomez ve ark. (5), koyun bafl›na ortalama 2,3
embriyonun transferinden 45. gün ultrason
incelemelerine göre %41,1 gebelik oran›, %29,5
implantasyon oran› bildirmifllerdir. Her iki oran da
sunulan çal›flmadaki oranlara benzerdir.
fiekil 5.

‹n vitro üretilmifl embriyolar›n transferi ile do¤an ilk
kuzular.

ölçüde 6 ve 7. günlerde ulafl›ld›¤›n› bildirmifltir. Bu durum
çal›flmam›zda da benzerdir.
Birçok araflt›r›c› (1,8-11) in vitro fertilizasyon ile
oldukça düflük blastosist oranlar› (%0-7) bildirirlerken,
O’Brien ve ark. (12), Sevillano ve ark. (3) ve Gomez ve
ark. (5)’n›n belirttikleri blastosist oranlar› (s›ras›yla %611, %13 ve %18,8) sunulan çal›flmada elde edilen
blastosist oran›na (%16,9) yak›n gerçekleflmifltir. Buna
karfl›n O’Brien ve ark. (2) ve Holm ve ark. (6,13)’n›n
bildirdikleri %30-40 blastosist oranlar› çal›flmam›zda elde
etti¤imiz oranlar›n oldukça üzerindedir.
Thompson ve ark. (14), in vivo olarak bir ve iki
blastomerli döneme geliflmifl koyun embriyolar›n›n in vitro
kültürünü takiben transferi ile gebelik oran›n›n %57
oldu¤unu bildirmifllerdir. Sunulan çal›flmada in vitro
fertilizasyon kullan›ld›¤› halde gebelik oran› bu orana
benzer olmufltur. Bu durum, oositlerin in vitro
olgunlaflt›r›lmas› ve fertilizasyonunun in vivo ortama yak›n
flekilde gerçeklefltirilebildi¤ini göstermektedir.
O’Brien ve ark. (2), prepubertal koyun oositlerinin in
vitro fertilizasyonu ile elde edilen embriyolar›n laparatomi
ile transferini takiben %60 gebelik oran›, transfer edilen
embriyolardan %35’inden ise yavru elde edildi¤ini
bildirmifllerdir. Ayn› araflt›r›c›lar (2) eriflkin koyun
oositlerinin in vitro fertilizasyonu ile elde edilen

Holm ve ark. (6), kültür ve transfer esnas›ndaki
embriyo geliflim döneminin kuzulama oranlar› üzerine
önemli etkisi oldu¤unu ifade etmifller ve morula, erken
blastosist, expanded blastosist ve hatching blastosist
transferlerinden s›ras›yla %5, 7, 39 ve 49 oranlar›nda
kuzulama elde ettiklerini bildirmifllerdir. Çal›flmam›zda
büyük oranda expanded blastosist transferi uygulanm›fl ve
kuzulama oran› araflt›r›c›lar›n bu grupta elde etti¤i orana
yak›n olmufltur. ‹n vitro fertilizasyonla elde edilen koyun
embriyolar›n› koyun ovidukt epitel hücreleri ile 5 gün kokültüre eden Czlonkowska ve ark. (4), saptad›klar›
yüksek morula oran›n› (%43) ko-kültüre ba¤lam›fllard›r.
Fakat bu embriyolar›n transferi ile ulafl›lan düflük gebelik
oran›n› (%18) ise, embriyo-al›c› koyun aras›ndaki
senkronizasyon yetersizli¤ine ba¤lam›fllard›r. Ancak bu
durum asl›nda morula dönemindeki embriyolar›n
transferine de ba¤l› olabilir.
‹n vitro embriyo üretim çal›flmalar›, hayvan ›slah›na
yönelik olarak hem oosit ve spermatozoonlara hem de
erken dönemdeki embriyolara d›flar›dan müdahale
edilmesine olanak sa¤lamakta olup bu çal›flmalar›n
sonras›nda esas amaç sa¤l›kl› yavrulara ulaflmakt›r.
Sunulan çal›flmada elde edilen implantasyon, gebelik ve
kuzulama oranlar› yap›lan di¤er çal›flmalar›n sonuçlar› ile
karfl›laflt›r›ld›¤›nda verilerimizin oldukça iyi düzeyde
oldu¤u görülmektedir. Böylece in vitro üretilen (in vitro
olgunlaflt›rma, fertilizasyon ve kültür sonucu elde edilen)
embriyolar›n transferi ile Türkiye’de ilk kez sa¤l›kl›
yavrulara ulafl›lm›flt›r.
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